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第１章 序論 
 
第１節 運動器疾患 
先進国の平均寿命は延び続けている。中でも日本は、世界にさきがけて高齢社会を迎え、単に
寿命を伸ばすだけでなく、心身ともに自立して健康的に生活できる健康寿命を延ばすことに関心が
高まっている。要介護・要支援になる原因として、生活習慣病・認知症とならんで運動器症候群が
挙げられる（1）。 
「運動器」とは、骨、関節、筋肉、靱帯、神経といった人間のからだの動きを担当する組織・
器官のことである。年をとるにつれて、この「運動器」も老化し、いわゆる足腰が弱くなる状態に
なる。膝の痛みの原因となる変形性膝関節症や、骨が弱くなる骨粗鬆症、脚のしびれの原因となる
腰部脊柱管狭窄症、また、骨折などが運動器疾患に含まれる。WHO（世界保健機構）は 2000年か
ら 10年間を「骨関節の 10年」（Bone and Joint Decade）と命名して、「骨と関節に関する病気を
10 年間で撲滅しよう」とするキャンペーンをおこなった。 
 
第２節 関節 
関節は，骨と骨の間の繋ぎ手であるが，生体運動機能の維持のために，極めて重要な役割を果
たしている。生体が円滑に運動するためには，関節部分において，生体動作に適合した必要十分な
可動性を維持しつつ，かつ安定した支持性が必要とされる。 
膝関節は体内で最も大きな関節で、構成する要素は関節軟骨・半月板・関節唇、あるいは靭帯・
腱・滑膜、さらには土台となる骨がある。また、筋肉も関節を動かす力源となるなど，種々の組織
が複合して働き，関節機能の維持に重要な役割を果たしている（図表 1-1）（2）。膝関節は、大腿
骨、脛骨、膝蓋骨の 3つの骨によって構成され、それぞれの骨は、大腿脛骨関節と膝蓋関節の 2種
類の関節を形成し、関節包や靭帯により、その安定性が保たれる。 
関節軟骨は光沢のある半透明の硝子状組織であり、含まれる繊維の量と質から硝子軟骨に分類
される。関節腔内に露出した骨表面を覆い隠すように存在しており、その厚さは5 mm程度である。
しかし、この厚さで体重の 5 倍にも及び過重を吸収し、運動時に生じる関節の摩擦を著しく軽減す
ると共に、機械的なストレスから関節組織を保護する役割を果たす（3, 4）。このように、生体に
とって必須、かつ高度な機能を保持するにも関わらず、軟骨組織は非常に単純な構造をしている。 
関節軟骨は、その大部分が細胞外基質で構成され、唯一の細胞である軟骨細胞は体積として 10％
以下に過ぎない(図表 1-2)。基質中水分がおよそ７割で、他にはⅡ型コラーゲンとプロテオグリカ
ンで主に構成される。プロテオグリカンは、コア蛋白にケラタン硫酸とコンドロイチン硫酸の側鎖
が多数結合したアグリカンが大部分で、アグリカンはリンク蛋白を介してヒアルロン酸と結合し、
巨大なアグリカン凝集体を作るが、陰性に荷電した硫酸基の側鎖に陽性荷電した水分子がひきつけ
られ膨張しようとするところを、コラーゲンのネットワーク中に存在するために抑えられることで
弾性が生まれる（5, 6）。こうした構造により、荷重などの衝撃吸収や円滑な運動が可能になって
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いる。 
 
第３節 変形性関節症の症状と患者数 
関節が老化することで、運動時の関節機能に障害を生じたり，運動時に関節の痛みをともなう
ことで日常生活動作（ADL）や生活の質（QOL）の低下をきたすことになる。関節の加齢性変化の
機序として、関節軟骨の変性・破壊変化が鍵になる事象であることは間違いないものの、生体運動
機能に最も影響を与えるのは痛みである一方、関節軟骨自体には痛みを感じる神経終末はない。 
変形性関節症の初期症状は、立ち上がりや歩き始めなど動作を始めるときに関節が痛む程度で、
痛みがあってもしばらく休むと良くなる。しかし中期になると、歩行時の痛みがだんだんとれなく
なり、正座や階段の昇降などの動作も不自由になる。さらに後期になると、じっとしていても痛む
ようになり、関節の変形により膝が伸びず、日常生活に大きな支障をきたす。重症例では歩行困難
に陥り、人工関節置換術などの処置が必要となるなど、患者の生活の質は著しく損なわれる（7）。 
2005年より、わが国の変形性関節症をはじめとする骨関節疾患の基本的疫学指標を明らかにし，
その危険因子を同定すること、さらにこれら骨関節疾患の経過・各治療別の経過に影響を及ぼす要
因について明らかにすることによって、わが国の要介護予防に資することを目的として、大規模臨
床統合データベースの設立が開始された。この一連の研究活動は、ROAD (Research on Osteoarthritis 
Against Disability)プロジェクトと名付けられた（8, 9）。ベースライン調査結果から明らかになって
きた疫学情報により、40 代から変形性関節症の有病率が上昇し、特に女性で高いことが示された
（図表 1-3）。ここからわが国の膝変形性関節症患者数（40歳以上）を推定すると、Ｘ線で診断さ
れる変形性膝関節症の患者数は 2,530 万人（男性 860 万人，女性 1,670 万人）となる。この結果で
注意すべき点は、X線変化を認める時点では、関節軟骨の変性摩耗などの病的な変化がすでに進行
していることは間違いないにも関わらず、主な症状である痛みについては必ずしも感じている訳で
はなく、またいったん痛みをともなった状態であった後に、（進行期であっても）痛みがなくなる
場合も少なくない点である。X 線上変化を認める変形性関節症潜在患者のうち、男性で 1/4、女性
で 1/3が痛みを伴うことを報告から見積もると、変形性膝関節症の有症状患者数は約 800万人とな
る（8, 10, 11）。 
 
第 4節 変形性関節症の治療法 
変形性関節症の疾患そのものの進行を抑制する薬はなく、対症療法として鎮痛薬が使われてい
る（図表 1-4）（12）。アメリカ整形外科学会や国際変形性関節症学会などの国際的な推奨におい
ても、主な薬物治療は COX-2 選択的阻害剤を含めた非ステロイド性抗炎症薬である（13）。しか
しながら、鎮痛効果が十分でない上に長期間服用による副作用の懸念もあるため、根本的な治療薬
の開発が切望されている。なお、近年盛んな宣伝にあおられ、サプリメントとして利用されている
コンドロイチン、グルコサミンなどの効果については一定の見解はない（14）。 
病状が進んで日常生活に支障をきたすまでになると、患部を骨ごと切除して金属製の人工関節
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に入れ替える人工関節置換術が行われる。わが国の近年の人口高齢化にともない、その手術件数は
最近の 10 年間で 2 倍に増加し、膝関節で年間約７万件行われ、長期の良好な成績が報告されてお
り、健康寿命の延長に寄与するところは大きい（15）。その一方で、頻度は低いが手術後の合併症
として、深部静脈血栓症に続発する肺塞栓、人工関節の感染や、股関節では脱臼を起こすこともあ
り注意を要する（16）。また、関節可動域の改善が困難なこともあり、歩行時の除痛効果は良好で
あるが、術者の予想ほどは患者の満足度が高くないことも知られてきている（2）。以上のような
背景から、非浸襲的な薬剤による治療法の開発が切望されている。 
 
第 5節 本研究の目的 
本研究では、変形性関節症に対する根本的治療薬を開発するため、治療標的分子の探索研究を
実施した。第 2章では変形性膝関節症患者の関節軟骨で発現変動する遺伝子を網羅的に探索し、疾
患根本治療薬の標的分子を探索すること、第 3章では同定した標的遺伝子の軟骨細胞における役割
を明らかにすること、第 4 章では標的遺伝子を強制発現させた動物を作製すること、第 5 章では、
標的遺伝子を強制発現させた動物の表現系解析およびメカニカルストレスをかけて標的遺伝子の
変形性関節症の病態への関与を明らかにすること、以上について検討を行った。 
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図表 1-1 膝関節模式図 
膝関節は、骨の関節側を関節軟骨が覆って骨と骨がぶつからないようにするクッションの役割を
果たすと共に、滑らかな表面のお陰でスムーズな関節稼動を可能にする。また、関節軟骨の間は半
月板が挟まって、十分なスペースが確保されている。 
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図表 1-2 膝関節軟骨組織の模式図 
関節軟骨は、主にプロテオグリカン、タイプ IIコラーゲン、ヒアルロン酸、軟骨細胞から構成さ
れる。 
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図表 1-3 変形性膝関節の有病率 
40 代から男女共に症状が出始め、加齢と共に特に女性で多く発症する。 
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図表 1-4 変形性関節症の薬物治療と治療満足度 
変形性関節症の根本治療薬はなく、対症療法として鎮痛薬が使われる。しかしながら、鎮痛効果
が十分でない。 
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第２章 変形性関節症根本治療標的分子の探索 
 
第１節 序論 
変形性関節症は、高齢者の生活の質を著しく損なう運動器疾患であり、社会の高齢化によって
その予防法や根本的な治療法の開発が期待されているが，骨粗鬆症や関節リウマチなど他の運動器
疾患と比して根本治療薬の開発が進んでいない（1, 2）。この主な原因として、疾患の治療標的と
なりうる分子メカニズムがほとんど明らかになっていないことがあげられる（3）。 
変形性関節症は遺伝的要因と環境要因の相互作用により発症する多因子遺伝病である（4）。変
形性関節症のリスクファクターとしては、体重増加や過度の運動、加齢、遺伝的要因などが挙げら
れる。 
疾患の原因遺伝子を探索する研究方法は大きく分けて 3種類ある。1つは、既存の知識，情報を
もとにして仮説を立て，それに従ってゲノムの一部を重点的に調べていく候補遺伝子アプローチで
あり、近年幾つかの疾患感受性遺伝子が同定された（5-7）。2 つ目は、既存の知識，情報なしに，
遺伝子多型をゲノム上の位置のマーカーとして用いてゲノム全体を相関解析でスクリーニングす
る全ゲノム相関解析である（8, 9）。これらの方法を変形性関節症の解析に適用する場合の限界と
して、変形性関節症は環境因子と遺伝因子が相補して発症するにもかかわらず、環境因子を無視し
て疾患の有無だけによる二群間のゲノム比較を行うことや、客観的・定量的な変形性関節症の診断
方法が存在しないこと、さらにはデータベース規模が小さいため詳細で正確なゲノムワイド関連解
析が不可能なこと、などがあげられる（10）。3つ目の方法は、マイクロアレイを用いた発現解析
である。DNAマイクロアレイは網羅的に発現遺伝子を解析する上で非常に有用なツールであるが、
用いられるサンプルの設定などによって結果が大きく変わってしまう。具体的には、患者の背景（人
種、性別、年齢、生活習慣、体重、疾患背景）、サンプル数、サンプルクオリティー、対照群の取
り方によって大きく結果が変わってくるため注意が必要である。 
本研究を始めた 2004年当時は、変形性関節症患者のサンプルを用いた遺伝子発現解析は報告が
ほとんどなく、疾患の治療標的となりうる分子メカニズムの解明には有益なデータとなりうると考
えた。そこで本章では、変形性関節症患者の関節軟骨とその他の疾患で亡くなった関節軟骨を用い
て、DNAマイクロアレイを行った。 
胎生～思春期における軟骨が骨組織に置換されることを内軟骨性骨化という。これは、胎生期
に軟骨で作られた骨格が成長に伴って骨組織に置換される現象である。また、ヒトでは思春期まで
認められる成長板軟骨の過程でも見られる現象である。細胞レベルの現象を見てみると、①静止軟
骨細胞は増殖軟骨細胞へと変わり、②肥大化して細胞死を迎える。③死んだ軟骨細胞は破骨細胞に
取り込まれることで消化され、④そこに骨芽細胞が骨基質を分泌して骨を形成する（図表 2-1）（11, 
12）。 
一方、永久軟骨であるはずの関節軟骨においても、軟骨細胞の増殖やタイプ X コラーゲン
（COL10A1）発現で示される軟骨細胞の肥大化が見られ，この肥大軟骨細胞から分泌されるMatrix 
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Metalloproteinase-13 (MMP13) や ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 5 
(ADAMTS5) などのタンパク質分解酵素によって軟骨基質の変性が起こることが変形性関節症の
引き金となるということが近年報告され始めている（13, 14）。このメカニズムとして、過度のメ
カニカルストレスの蓄積に抗しきれなくなって軟骨内骨化が起こるものと推察される。滑膜や靭帯
に接して血管の侵入が可能な関節辺縁では軟骨内骨化が起こって力学的要請に応じた骨棘ができ
るが、関節の内部では血管侵入ができないために骨化することなく軟骨の破壊だけで終わってしま
うと考えられる（3, 15）。そこで私は、変形性関節症の発症原因に関節軟骨での内軟骨性骨化様変
化が重要だと考えて、これに関与する因子をDNAマイクロアレイで見出すことを目指した。 
 
  
 12 
第２節 材料と方法 
1. 試薬 
RNA later、滅菌水（DNase/RNaseフリー）、Quant-iT RiboGreen RNA Kit、TaqMan Universal PCR 
Master Mix、Predesignedまたは custom TaqMan probe and primer setsはLife Technologies（Carlsbad ,CA, 
USA）から、Isogen、High-Salt Precipitation Solutionはニッポン・ジーン（Tokyo, Janan）から、クロ
ロホルム、イソプロパノール、エタノールは和光純薬工業（Osaka ,Japan）から、RNeasy MinElute 
Cleanup KitはQIAGEN（Venlo, Netherland）から、Agilent RNA 6000ナノキットはAgilent Technologies 
(Santa Clara, CA, USA)から購入した。 
 
2. 関節軟骨 
サンプルは、群馬県立心臓血管センターとの共同研究で入手した。変形性関節症の患者サンプ
ルは、膝関節の人工関節全置換時に手術数時間以内に入手した。実験に用いたサンプルは、関節軟
骨の菲薄化や欠損があることを病理医が確認した上で用いた（図表 2-2）。提供者は 62-89 歳の合
計 13 名である。非変形性関節症サンプルは、心不全や肺炎および腹膜炎など他の疾患で亡くなっ
た患者さんの剖検時に死後 12 時間以内に入手した。実験に用いたサンプルは、関節軟骨に損傷が
ないことを病理医が確認した上で用いた。提供者は 60-88 歳の合計 11 名である。全ての提供者よ
り１つ、または複数個のサンプルを採取した。関節軟骨の深部まで外科手術用メス（フェザー安全
剃刀株式会社、Osaka, japan）を用いて採取し、速やかにRNA later に漬けて 4℃で 24時間保存後、
使用するまで-80℃に保存した。 
全ての実験は、三共㈱および群馬県立心臓血管センターの倫理委員会にて承認されたものであ
る。また、提供を受けた全ての患者および遺族よりインフォームド・コンセントを書面で得た上で
使用した。 
 
3. RNAの抽出と精製 
採取後-80℃に保存していたサンプルを解凍後サンプリングチューブ（ガンマ線滅菌済み, DNase 
RNase free、ザルスタット）に移し、サンプル 50～100 mg につき、1 mLの Isogen を添加した。氷
冷下で眼科ハサミ（夏目製作所, Tokyo, Japan）で細切後、ホモジナイザー（ヒスコトロン、マイク
ロテック・ニチオン）を用いて破砕した。完全に破砕後、小型冷却遠心機（Himac CF15-RXⅡ、Hitachi 
Koki Co.,Ltd.、ローターは T15A39）を用いて遠心（15,000 G, 10 min, 4°C）した。上清のみを新し
いサンプリングチューブに移した。Isogen の 1/5 量のクロロホルムを添加して 15 秒程度激しく混
和後、2-3 分間室温で静置した。小型冷却遠心機を用いて遠心（12,000 G, 15 min, 4°C）し、水層の
みを新しいサンプリングチューブに移した。水層の 1/2 量のHigh-salt precipitation solutionを添加し
て軽く混合した後、High-salt precipitation solution と等量のイソプロパノールを添加して転倒混和し
て約 4時間氷冷下で静止した。小型冷却遠心機を用いて遠心（12,000 G, 10 min, 4°C）して上清を
捨てた。70 %エタノールを 1 mL 添加し、ボルテックスミキサー（VORTEX-GENIE 2、Scientific 
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Industries, Inc.）にかけて沈殿が巻き上がったのを目視で確認する。小型冷却遠心機を用いて遠心
（7,500 G, 5 min, 4°C）して上清を捨てた。再び小型冷却遠心機を用いて遠心（7,500 G, 5 min, 4°C）
し、上清をピペッターで丁寧に取り除く。2分程度風乾してエタノールを完全に除いてから、滅菌
水（DNase/RNaseフリー）100μLを添加してタッピングにより溶かす。 
得られたRNA溶液は、RNeasy MinElute Cleanup Kitを用いて不純物を取り除いた。溶液中のRNA
濃度はQuant-iT RiboGreen RNA Kit とマルチラベルリーダー（ARVO 1420, PerkinElmer）を用いて
測定した。 
RNA約 1 ng分の溶液を用いて、Agilent RNA 6000ナノキットおよびBioanalyzer 2100（Agilent 
Technologies）を用いて、RNA濃度測定と精製効率を検討し、分解や不純物の混入がないことを確
認した。 
 
4. マイクロアレイ 
3 で得られた RNA について、10-100 ng の RNA を 2 ラウンド増幅・逆転写した後、Affymetrix
社（Santa Clara, CA）のGeneChip Expression Analysis Technical Manualに従ってビオチンラベルした。
ラベルしてフラグメント化した 10μg の cDNA を GeneChip Human Genome U133 Plus 2.0 Array
（Affymetrix）にハイブリダイゼーションした（45℃, 16 hr）。上記マニュアルに従って、ハイブリ
ダイゼーション後の染色および洗浄を行い、アレイをGeneChip Scanner 3000（Affymetrix）でスキ
ャンした。プローブセットのシグナルはAffymetrix MAS5 algorithmを用いて計算した。 
 
5. qPCR 
4 で得られた cDNA を用いて、qPCR を行った。TaqMan Universal PCR Master Mix および
Predesigned Taqman Probe&Primer set を用いてABI Prism 7900 HT sequence detection system (Applied 
Biosystems)により測定した。発現量は、GAPDHにより補正した。 
 
6. 統計解析 
全てのデータは算術平均値±95% 信頼区間で表記した。尚、ドナー１人から複数のサンプルを
採取したものは、その算術平均値を用いた。有意差検定には、SAS, Version 8.2（SAS Institute Inc., Cary, 
NC, USA）を用い、F検定で分散が等しいものは t検定、等しくないものはWelch 検定で解析を行
った。 
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第３節 結果 
1. 変形性関節症群と剖検群の遺伝子発現変動のクラスタリング 
変形性関節症患者より得られたデータと剖検群より得られた各データを横に並べ、縦に遺伝子
プローブのシグナル強度をとってクラスタリングし、ヒートマップで表した（図表 2-3）。発現量
が高いものを赤で低いものが青で示した。クラスタリングにより、遺伝子発現パターンが両群で明
らかに異なることが示された。また、変形性関節症で特徴的に発現変動している遺伝子が多数ある
ことが示された。 
 
2. 既知遺伝子の発現変動を検討 
剖検群と比較して 2倍以上発現が変動している遺伝子が 2000以上見つかった。また、内部標準
遺伝子として変形性関節症で発現変動しないことが報告されている幾つかの遺伝子（TBP, RPL13A, 
B2M）について、発現量を比較した。その結果、報告どおりこれらの遺伝子では発現変動が認めら
れなかった（図表 2-4）。次に、変形性関節症で発現上昇することが報告されている幾つかの遺伝
子（MMP9, AQP1, MMP13, COL1A1, ASPN, SPON1, COL2A1）について検討したところ、報告どお
り著しい発現上昇が認められた。また、変形性関節症で発現が低下することが報告されている遺伝
子（MAOA, SCNN1A, CYP4B1）についても検討したところ、報告どおりの著しい発現低下が認め
られた。 
 
3. 根本的治療の標的遺伝子の選定 
剖検群と比較して 2 倍以上発現が変動している遺伝子の中から根本的治療の標的遺伝子を選定
するため、成長板軟骨での肥大分化への関与が考えられる遺伝子を探索した。その結果、代謝産物
である甲状腺ホルモンが成長板軟骨の肥大分化に関わることが報告されているDeiodinase 2（以下
Dio2）が変形性関節症で大きく発現上昇することに着目した（16-20）。Deiodinase には 1-3 のファ
ミリーが存在するが、Dio1 は検出限界以下であった。一方、Dio3 は両群間で有意な発現変動が認
められなかった（図表 2-5）。 
この結果を定量的 PCRでも確認したところ、Dio1は検出限界以下であったが、Dio2 は変形性関
節症で 10倍以上の発現亢進が確認できた。また、Dio3 についても検討したが、有意な発現変動は
認められなかった（図表 2-6）。 
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第 4節 考察 
変形性関節症のマイクロアレイ解析は幾つか報告されているが、その検討に用いられるサンプ
ルの種類やサンプル数は多様である（21）。特に、陰性対照としてどのようなサンプルを用いるか
は重要であるが、変形性関節症は罹患率が高いため、特に高齢者では非罹患サンプルが入手しにく
く、また代表的な整形外科領域の他疾患でも関節軟骨が損傷されるため、非損傷サンプルを正しく
陰性対照とすることが結果を大きく左右する。このため、同一人物の関節軟骨の損傷部と非損傷部
を比較した試験や、損傷の度合いによりグレード分けして比較する試験なども行われている
（22-24）。そこで私の検討では、関節軟骨に損傷がないことを病理医が確認した上で剖検後 12時
間以内に採取することとした。このサンプルを用いたDNAマイクロアレイデータでは、内部標準
遺伝子は変形性関節症で発現変動していなかったことから、今回得られたサンプル及びデータは信
頼性が高いことが示された（25）。この理由として、検討に用いたサンプルは、全て同一病院で採
取し、ドナー年齢分布も近く、かつ両群共に 10名以上の患者から手術後または死後短時間で採取
したことが考えられる。次に、変形性関節症で発現変動することが既に報告されている幾つかの遺
伝子について、報告どおりの変動が認められたことから、本データは変形性関節症の罹患の有無に
よる遺伝子発現変化を正しく反映できているものと考えられる（23, 26-28）。DNAマイクロアレ
イデータをクラスタリングしたところ、剖検群と変形性関節症群では遺伝子の発現パターンに明確
な違いがあり、この中に疾患の発症・進行に関与する因子が含まれているのではないかと考えて、
標的遺伝子の選定を行った。 
変形性関節症の根本治療を目指して、これまでにも幾つかの標的分子が報告されている。変形
性関節症の関節軟骨は、形態学的所見や関節液中の細胞外マトリックスフラグメントの解析結果か
ら、アグリカン分解が開始され、次いでコラーゲンの分解により関節軟骨破壊が進み、軟骨組織の
荷重抵抗性が消失することが明らかとなっている（29）。これまでの研究により、タイプⅡコラー
ゲンは、MMPと総称される一群のプロテアーゼによって切断されることが明らかとなっている。
中でもMMP13は、変形性関節症の病態の重症度と相関して発現量が亢進することや、他のMMPと
比較し、5-10倍の効率でタイプⅡコラーゲンを分解することから、軟骨破壊において特に重要な役
割を果たしていると考えられる（30）。また、アグリカンの重要な分解酵素としてAggrecanase 
（ADAMTS4, 5）が同定された（30）。アグリカンやコラーゲンなどの軟骨基質タンパクを分解す
る酵素が変形性関節症に関与することは以前から予想され、研究されてきたが、MMP13や
ADAMTS5のノックアウトマウスはモデル上で変形性関節症に抵抗性を示すことが報告された
（31-33）。さらに、MMP13のトランスジェニックマウスでは、変形性関節症と類似の病変が関節
に現れることからも、その重要性が注目された（34, 35）。しかしながら現状では，MMPおよび
ADAMTS阻害薬は，変形性関節症に対する明らかな薬理効果を確立するには至っておらず、重篤
な骨痛、筋痛、腱鞘炎などの副作用は避けられない（36, 37）。従って、変形性関節症根本療法の
標的分子としてこれらの酵素の上流シグナルの解明が現在の研究の主流であり、主として３つのシ
グナルが注目されている。ひとつは、タイプⅡコラーゲンやファイブロネクチンなどの基質タンパ
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クそのもの、またはその断片が軟骨細胞のそれぞれの受容体に働いて基質の分解を誘導するシグナ
ル（38-40）、2つめは滑膜細胞や軟骨細胞から分泌される炎症性サイトカインシグナル（41）、3
つめは今回私が注目した軟骨内骨化シグナルである。最近の報告で、後期変形性関節症の患者では
関節軟骨の石灰化が広く認められ、また変形性関節症のスコアやタイプXコラーゲンの発現とも相
関することが示された（42）。 
様々な根本治療候補因子が報告されているが、根本的な治療薬の開発を目指す上では、その候
補因子が創薬標的に適しているかを考える必要がある。変形性関節症は長い時間をかけて病態が進
行する上、高齢者に多いことから、長期間服用可能な安全性と経済的・身体的負担の少なさが求め
られる。こうしたニーズを最も満たすのは経口剤である。経口剤で効果が期待できる創薬標的とし
て代表的なものに、酵素や受容体があげられることから、私は酵素である Dio2 に着目した。Dio2
と変形性関節症の関係性を示す報告としては、初期の変形性関節症と後期の変形性関節症で発現変
動する遺伝子を網羅的に探索した検討結果の中で、初期に比べて後期で発現上昇している遺伝子の
リストの中にDio2も含まれる（23）。また、最近の報告で、Supplemental Figure として掲載された
発現変動遺伝子リストの中にDio2が含まれていた（43）。これらの報告は、Dio2 が変形性膝関節
症で発現変動することに注目した私の研究を強く支持するものである。しかしながら、両報告とも
に非常に多くの遺伝子リストの一つに過ぎず、本文中では特に言及されていない。 
候補遺伝子アプローチによりDio2が変形性股関節症の疾患感受性遺伝子であることが報告され
た（44-46）。しかしながら、これらの報告は、変形性股関節症のみの検討であり、変形性膝関節
症については検討されていない。変形性股関節症と膝関節症は、その原因が大きく異なることが知
られている。変形性関節症は原因となる外傷や生まれつきの関節構造の異常がない原因不明の一次
性と、骨・関節の形態異常や外傷などによる二次性に分けられるが、日本では股関節症は二次性が
80％以上を占める一方、膝関節症は一次性が多数派を占める点があげられる。また、この SNP は
同義置換であるため、Dio2の酵素活性は変化しない（47）。さらに、Dio2 が変形性関節症の発症・
進行にどのような影響を及ぼすのかという生物学的意義は示されていない。以上のことから、関節
軟骨における Dio2 の役割、および発現上昇と変形性関節症がどのように結びつくかを研究するこ
とは極めて重要である。 
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第 5節 小括 
ヒトの臨床サンプルを用いてDNAマイクロアレイ解析を実施した。その結果、既報を再現する
信頼性の高いデータが得られた。このデータより、変形性膝関節症の関節軟骨では、Dio2 の遺伝
子発現が上昇していることを初めて見出した。 
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図表 2-1 変形性膝関節症と内軟骨性骨化 
関節軟骨にメカニカルストレスがかかると、軟骨細胞の増殖から肥大分化およびタンパク分解酵
素の発現誘導を経て、関節軟骨の破壊と骨棘形成が進行する。同様に、炎症によってもタンパク分
解酵素は誘導される。一方、思春期までの成長軟骨では、静止軟骨細胞は増殖軟骨細胞へと変わり、
肥大化して細胞死を迎える。死んだ軟骨細胞は破骨細胞に取り込まれることで消化され、そこに骨
芽細胞が骨基質を分泌して骨を形成する。 
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図表 2-2 人工関節置換術の際に得られた変形性膝関節症の関節軟骨 
関節軟骨の菲薄化や欠損があることを病理医が確認した上で関節軟骨の深部まで外科手術用メ
スを用いて採取した。全ての提供者より１つ、または複数個のサンプルを採取した。 
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図表 2-3 変形性膝関節症と剖検サンプルのクラスタリング 
変形性関節症患者より得られたデータと剖検群より得られた各データを横に並べ、縦に遺伝子プ
ローブのシグナル強度をとってクラスタリングした。 
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図表 2-4 DNAマイクロアレイ解析 
内部標準遺伝子として変形性関節症で発現変動しないことが報告されている幾つかの遺伝子、変
形性関節症で発現上昇または低下することが報告されている幾つかの遺伝子、およびDeiodinase の
遺伝子発現をリストアップした。 
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図表 2-5 DNAマイクロアレイ解析でのDio2, 3のシグナル強度 
提供者毎のDeiodinase 2, 3 のシグナル強度を比較した。 
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図表 2-6 qPCRによりDio2,3の発現量を比較 
提供者毎のDeiodinase 2, 3 の発現量を定量的 PCRで比較した。剖検群での平均値を算出し、その
値を１とした相対値を算出した。 
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第３章 軟骨における Deiodinase 2 の作用解析 
 
第１節 序論 
Dio2 の代謝産物である甲状腺ホルモンは、成長板において成長板軟骨細胞を肥大化させること
で骨格の成熟化を促進することが知られている。また、甲状腺機能低下症や亢進症により、低身長
等の骨格異形成が起こることや、骨関節症を呈することが知られている（1, 2）。また、成長板で
のDio2発現は発生期のみに限定され、生後は認められないことも報告されている（3-7）。このよ
うに、成長板における甲状腺ホルモンの作用については研究が行われているが、関節軟骨に対する
作用については研究が進んでいない。 
甲状腺ホルモンは、甲状腺の甲状腺濾胞の壁をつくっている濾胞上皮細胞で合成・分泌され、
全身の細胞に作用して細胞の代謝率を上昇させる働きをもつ。トリヨードサイロニン（以下 T3）
とサイロキシン（以下 T4）の 2 種類が甲状腺ホルモンとして知られる。甲状腺で生合成される甲
状腺ホルモンの約 80%は T4 であり、前駆ホルモンと考えられている。血液中に放出された T3 は
速やかに組織へ取り込まれる、一方、T4 はサイロキシン結合グロブリンに結合し、血液中を末梢
へと輸送される（8）。T3 と T4 は脂溶性ホルモンであり、細胞膜を貫通しやすく多くは受動的に
細胞内に取り込まれる。近年、幾つかのトランスポーターも同定され、能動的な輸送経路も明らか
となってきている。 
T4の 5'のヨードを取り除く反応はDio1及びDio2によって行われ、血中の T4は主に肝臓や腎臓
において活性型ホルモンである T3 に転換される。ヒトの体内に存在する T3 の約 80%は甲状腺で
直接生合成されるものではなく、T4からDio1 およびDio2 を介して産生される（9）。T4から主に
Dio3によって産生される 3,3',5'トリヨードサイロニン（reverse T3）にはホルモン活性がなく、また速やかに分
解されて血中から消失する。T4の残りの 20%は他の経路で代謝される。血中から各臓器に移行した T4
は、細胞内に移行した後、小胞体に局在するDio2によって T3に変換される。以上のような特徴か
ら、甲状腺ホルモンの活性化と不活化を制御する Dio1-3 の発現が生理的な甲状腺ホルモン作用の
中心的な役割を担っていると近年では考えられている（10, 11）。 
Deiodinase 2 および 3の発現は、時間的および組織特異的に変動し、血中の甲状腺ホルモン量が
一定であっても、T3 の作用は各臓器や細胞毎に異なることが知られている（12）。それぞれに発
現分布が異なり、Dio1は肝臓や腎臓で発現が高い一方、Dio2は褐色脂肪や脳・子宮で発現が高く、
Dio3 は子宮や脳で発現が高いことが知られている。しかしこれまでの検討では、関節軟骨での発
現は、十分に検討されてこなかった。 
甲状腺ホルモンの作用は、甲状腺ホルモン受容体を介して起こると考えられている。甲状腺ホ
ルモン受容体は、全身のほとんどの細胞に発現しており、事実上、甲状腺ホルモンの標的器官は全
身のすべての細胞といえる。甲状腺ホルモン受容体は核内受容体であり、ホルモンと受容体が結合
すると、その複合体は核内 DNA に結合し、特定の RNA の転写活性を調節する。甲状腺ホルモン
の作用により、全身の各細胞では呼吸量、エネルギー産生量が増大する。全身の細胞での基礎代謝
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量の維持または促進が起こる。 
正常な関節軟骨では、軟骨細胞は無血管・低酸素環境の中で代謝活性の低い状態で生存してい
る。恒常状態では，軟骨細胞はその表現型をかえることなく，基質の改変のスピードは非常にゆっ
くりである。しかしながら，変形性関節症では，タイプ X コラーゲンの発現を特徴とした，肥大
軟骨細胞への表現型の変化が認められる（13）。マウスの変形性関節症実験モデルの関節軟骨の経
時的な観察から，変形性関節症の初期にタイプ X コラーゲン発現で示される軟骨細胞の肥大化が
見られ、軟骨肥大化に必須の転写因子である Runx2 がタイプ X コラーゲンと共に発現することを
示している（14-16）。この肥大軟骨細胞から分泌されるMMP13 やADAMTS5 などのタンパク質
分解酵素によって軟骨基質の変性が起こることが、変形性関節症の引き金となると報告されている
（17）。また、成長板軟骨での研究により、肥大軟骨細胞ではMMP13以外にも様々なMMPsの発
現が亢進することも報告されている（18-20）。 
変形性関節症の病態に炎症がどのくらい関与しているかは、いまだに明らかとなっていない。
しかしながら，変形性関節症の患部において、活性化したＢリンパ球やＴリンパ球が浸潤した滑膜
炎がしばしば認められる（21）。変形性関節症では、軟骨細胞が種々のサイトカインやケモカイン
を産生したり，それに反応して細胞外基質の分解を引き起こしたりする（22）。変形性関節症で炎
症性サイトカインが産生されるメカニズムはよく分かっていないが，過度のメカニカルストレスが
その原因の一つとしてあげられる（23）。また，タイプ 2コラーゲンやファイブロネクチンなどの
細胞外基質がメカニカルストレスや基質分解酵素によって分断されると、その断片が炎症性サイト
カインの発現を誘導する（24, 25）。そこで私は、生理的および炎症時の関節軟骨でのDio2の作用
を解析した。 
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第２節 材料と方法 
1. 試薬 
T3、T4、ヒアルロニダーゼ、Bovine serum albumin (BSA) はSigma-Aldrich (St. Louis, MO).から、
リコンビナントinterleukin-1α (IL-1α)はPromokine (Heidelberg, Germany)から、イソフルラン（フォ
ーレン吸入麻酔液）はアボットジャパン（Tokyo, Japan）より、Dulbecco's Phosphate-Buffered Salines
（DPBS）、High-glucose Dulbecco’s modified eagle medium(DMEM）、Fetal bovine serum(FBS)、
Antibiotic-Antimycotic, 100X (10,000 U/mLペニシリン、10 mg/mL ストレプトマイシン／25μg/mL 
アンホテリシンB) (AA)、0.25% Trypsin-EDTA、Quant-iT RiboGreen RNA Kit、Quant-iT PiboGreen DNA 
Kit、TaqMan Universal PCR Master Mix、Predesignedまたは custom TaqMan probe and primer sets、High 
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit、pcDNA6.2 vector、pcDNA Gateway Directional Topo 
Expression Kit、One Shot Top10 Competent CellはLife Technologies（Carlsbad ,CA, USA）から、Tris・
MgCl、塩化マグネシウム、Triton X-100、コラゲナーゼ、p-nitrophenylphosphate hexahydrate (pNP-PO4)、
polyoxyethylene (9) Octylphenyl Ether (NP-40) 、6N 水酸化ナトリウム、10%中性緩衝ホルマリン、ク
ロロホルム、エタノール、イソプロパノールは和光純薬工業 (Osaka, Japan).から、プロナーゼは
Roche Applied Science (Indianapolis, IN, USA)から、セルバンカーは三菱化学メディエンス（Tokyo, 
Japan）より、2,2’,- イミノジエタノールは国産化学（Tokyo, Japan）から、High Capacity cDNA Reverse 
Transcription Kit、TaqMan Gene Expression Cells-to-CT KitはApplied Biosystems（Foster City, CA）から、
KOD-Plus-Ver.2は東洋紡（Osaka, Japan）から、Quick Gel Extraction Kit、QIAprep Spin Miniprep Kit
はQiagenから、抗タイプXコラーゲンラット抗体はLSL(Tokyo, Japan) およびコントロールラット
IgGはコスモバイオ（Tokyo, Japan）から、Horseradish peroxidase (HRP) 標識 抗ラットIgGヤギ抗体
はDako（Glostrup, Denmark）からは購入した。 
 
2. 動物 
5-7 週齢の SD雄性ラットを日本エスエルシー㈱（Shizuoka, Japan）から購入し、コンベンショナ
ルまたは SPF環境で 12時間の明暗サイクル、餌と水は随時摂取が可能な条件下で飼育した。すべ
ての動物実験は、三共㈱あるいは第一三共㈱の実験動物倫理委員会にて承認されたものである。 
 
3. 各臓器からRNA精製 
10 週齢のラットをイソフルラン吸入麻酔下で開腹し、腹部大動脈の切除により放血してから頚
椎脱臼により安楽殺した。各種臓器をハサミおよび外科手術用メスNo.15（フェザー安全剃刀株式
会社, Osaka, Japan）を用いて単離後、数箇所から組織片を採取して PBSで洗浄した。サンプルをサ
ンプリングチューブ（ガンマ線滅菌済み, DNase RNase free、ザルスタット）に移し、サンプル 50
～100 mg につき、1 mLの Isogen を添加した。関節軟骨は、第 2章のヒトサンプルと同様の方法で
RNAを抽出・精製し、他の臓器由来サンプルは、以下の方法でRNAを抽出した。氷冷下で眼科ハ
サミで細切後、ホモジナイザー（ヒスコトロン、マイクロテック・ニチオン）を用いて破砕した。
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完全に破砕後、小型冷却遠心機（Himac CF15-RXⅡ、Hitachi Koki Co.,Ltd.、ローターは T15A39）を
用いて遠心（15,000 G, 10 min, 4°C）し、上清のみを新しいサンプリングチューブに移した。Isogen
の 1/5量のクロロホルムを添加して 15秒程度激しく混和後、2-3 分間室温で静置した。小型冷却遠
心機を用いて遠心（12,000 G, 15 min, 4°C）し、水層のみを新しいサンプリングチューブに移した。
水層と等量のイソプロパノールを添加して転倒混和した後に約 15 分間室温で静止した。小型冷却
遠心機を用いて遠心（12,000 G, 10 min, 4°C）して上清を捨てた。70%エタノールを 1 mL添加し、
ボルテックスミキサ （ーVORTEX-GENIE 2、Scientific Industries, Inc.）にかけて沈殿が巻き上がった
のを目視で確認した。小型冷却遠心機を用いて遠心（7,500 G, 5 min, 4°C）して上清を捨てた。再
び小型冷却遠心機を用いて遠心（7,500 G, 5 min, 4°C）し、上清をピペッターで丁寧に取り除く。2
分程度風乾してエタノールを完全に除いてから、滅菌水（DNase/RNase フリー）100μL を添加し
てタッピングにより溶かした。 
 
4. 培養用軟骨組織の単離 
8 週齢のラットを二酸化炭素により安楽殺し、後肢を 70%エタノールで消毒してから皮膚をハサ
ミで切除する。膝関節腔を開けずに両足膝関節を摘出する。無菌条件下で関節腔を開いて脛骨と大
腿骨に分け、滅菌 PBS でよく洗った後、脛骨関節軟骨、大腿骨軟骨表面および滑車部の関節軟骨
を外科手術用メス No.15 で削り、１本の足につき 1 mL の無血清培地に浸ける(24 well plate (BD, 
Franklin Lakes, NJ, USA))。軟骨片は、AAを予め添加したDMEMで 3回wash した。組織培養に用
いる組織は、削り出しによる影響を考慮して 37℃、5％CO2条件下で 10% FBS含有AA添加DMEM
で 1日間培養した後に、AA添加DMEMに交換してさらに 1日培養してから実験に供した。 
 
5. 軟骨細胞の単離 
採取した軟骨組織を 70%エタノールで消毒したまな板に載せ、同様に消毒したピンセットおよ
びメスを用いて、軟骨片を完全に細片化した。湿重量を測定し、10cm シャーレ１枚あたり約 2 g
の軟骨片を量り取り、濾過滅菌（Millex Syringe-driven Filter Unit 0.22μm PVDF, Millipore, Darmstadt, 
Germany）したプロナーゼ溶液（1%(w/v)プロナーゼ、AA 添加 DMEM）を添加し、37℃、5％CO2
条件下で振とうしながら１時間酵素処理を行って結合組織を除いた。プロナーゼ溶液を吸引廃棄後、
濾過滅菌したコラゲナーゼ溶液（0.4%(w/v)コラゲナーゼ、AA添加DMEM）を添加し、37℃、5％
CO2条件下で振とうしながら 3時間酵素処理を行って細胞外基質を消化した。途中、物理的に軟骨
片をほぐすために、ピペッティングを数回行った。70μm セルストレイナー（BD）で細胞縣濁液
を濾過して未消化の軟骨片を取り除いてから、10% FBS含有AA添加DMEMを加えて酵素反応を
停止させた。得られた細胞懸濁液は、遠心操作（24℃, 1000 rpm, 5min）により 10% FBS 含有AA
添加DMEMで 3回洗浄し、細胞数を測定した。1×105 cells/cm2となるように、Ⅰ型コラーゲンコ
ートプレート（Iwaki, Tokyo, Japan）に細胞を播種し、37℃、5％CO2条件下で 10% FBS含有AA添
加DMEMで 1日間培養した。0.25% Trypsin-EDTA処理にて細胞の回収および細胞数の測定を行い、
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直ちにセルバンカーを用いて、2～3×107 cells/mL の細胞懸濁液を作製した。細胞懸濁液をセラム
チューブ（SUMIRON, Osaka, Japan）に分注後、凍結処理容器（バイセル, Nihon Freezer, Tokyo, Japan）
に封入し、-80℃で緩速凍結させた。完全凍結後にセラムチューブを液体窒素に移し、使用時まで
凍結保存した。 
凍結保存したラット膝関節軟骨細胞を 37℃の温浴中にて解凍し、10% FBS含有AA添加DMEM
で洗浄後、細胞数を測定した。同培地にて細胞懸濁液を作成後、Ⅰ型コラーゲンでコート下 96well
プレート（Iwaki）に 1-2×105 cells/cm2となるように細胞を播種し、37℃、5％CO2条件下で前培養
を行った。培養開始 24時間後に、培地を吸引廃棄し、血清不含AA添加DMEM で細胞を洗った後
に 37℃、5％CO2条件下で実験に供した。 
 
6. アルカリフォスファターゼ(ALP)活性測定 
細胞を T3または T4を添加した血清不含AA添加DMEMに交換して 37℃、5％CO2条件下で培
養を行い、3日目に培地交換を行った。T3または T4添加 6日目に培地を除去して細胞をDPBSで
2 回洗った後、Lysis Buffer (10 mM Tris、1 mg MgCl2、0.5% (v/v) Triton X-100、pH 10)を 50μL/well
加えて 20分間プレートミキサーにかけて細胞を溶解させた。 
ALP 活性は、スタンダードを作成後、スタンダードおよび細胞溶解液 5μLを 96well plate(Iwaki)
に移し、50 mM Diethanol amine HCl (pH 10.0)を 100μL/well、30 mM p-Nitrophenyl phosphate を 50μ
L/well加えて軽く攪拌した後、37℃、0.5～2時間インキュベートした。1N 水酸化ナトリウムを 50
μL/well 加えて反応を止め、405nm の吸光度を測定した。また、細胞溶解液 5μL を蛍光測定用の
白色プレート（Corning）に移し、Quant-iT PiboGreen DNA Kitを用いてDNA濃度を測定した。以
上により得られた値から、DNA量あたりのALP 活性を算出した。 
 
7. 軟骨細胞の遺伝子発現評価 
細胞を T3または IL-1αを添加した血清不含AA添加DMEMに交換して 37℃、5％CO2条件下で
24 時間培養を行った。上清を吸引廃棄してDPBSで細胞を洗った後、High Capacity cDNA Reverse 
Transcription KitおよびPCR(FeneAmp PCR system 9700, Applied Biosystems)を用いて cDNAを作製し
た。得られたcDNAは、TaqMan Universal PCR Master MixおよびPredesigned Taqman Probe&Primer set
を用いてABI Prism 7900 HT sequence detection system (Applied Biosystems)により測定した。発現量は、
βActin 量により補正した。 
 
8. 膝関節軟骨の組織培養および組織学的評価 
4で培養した膝関節軟骨の培養上清をT3添加血清不含AA添加DMEMに交換して37℃、5％CO2
条件下で培養した。培地は 2日毎に新しいものに交換し、T3刺激開始 3, 5, 7 日目に組織片を回収
して第 2章のヒトサンプルと同様の方法でRNAを抽出・精製した。また、培養 7日目のサンプル
を氷冷下で 10%中性緩衝ホルマリンに漬けて 4℃で数日かけて固定した。10% EDTA（pH 7.4）で
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脱灰した後、エタノールで脱水し、パラフィン包埋した。クライオスタットで薄切した後に、
hematoxylin and eosin (H&E) 染色を行った。さらに、以前の報告を参考に、免疫染色を行った（26）。
切片は、0.3%過酸化水素含有 PBSで室温 30分間処理し、細胞外マトリックスの透過性を亢進させ
るため、2.5% ヒアルロニダーゼで 37℃, 30分間処理した。1% BSA含有 PBSで室温, 1時間処理し
た後、100倍希釈した抗タイプXコラーゲン抗体またはコントロール IgGで 4℃, 24時間反応させ
た。PBSで洗浄した後、HRP 標識二次抗体で室温, 20 分間反応させた。PBSで洗浄してからジアミ
ノベンジジン溶液で発色した。スライドは、BZ-9000 BIOREVO (Keyence, Osaka, Japan) により撮影
した。 
 
9. 組織より抽出したRNAの定量および逆転写反応 
抽出した RNA 溶液中の RNA 濃度は、Quant-iT RiboGreen RNA Kit とマルチラベルリーダー
（ARVO）を用いて測定した。RNAはサンプル間の濃度を揃えてからHigh Capacity cDNA Reverse 
Transcription KitによりPCRを用いてcDNAにした。得られたcDNAは、TaqMan Universal PCR Master 
Mix および Predesigned Taqman Probe&Primer set を用いて ABI Prism 7900 HT sequence detection 
system (Applied Biosystems) により測定した。発現量は、βActin 量により補正した。 
 
10. 絶対定量 PCR 
Rat deiodinase 1-3 cDNA は、滑膜および甲状腺より抽出および逆転写して得られた cDNAを鋳型
として取得した。PCR は、Invitrogen 社で合成したプライマーおよび KOD-Plus-Ver.2 を使用した。
増幅した cDNAを泳動し、目的のバンドのみ切り出してQIAquick Gel Extraction Kit を用いて溶出
した。pcDNA Gateway Directional Topo Expression Kit を用いて発現ベクターに乗せ換え、One Shot 
Top10 Competent Cellに導入してアンピシリン含有培地で培養し、シングルコロニーをピックアッ
プした。QIAprep Spin Miniprep Kit を用いてプラスミドを精製し、シークエンスにより目的とする
プラスミドの取得を確認した。 
Quant-iT PiboGreen DNA KitによりプラスミドDNA濃度を測定すると共に、プラスミド中の配
列に対応するCustom Taqman Probe&Primer set の作製をApplied Biosystems 社に依頼した。各プラス
ミドをスタンダードとして用い、8で得られた各臓器の cDNA中のDio1-3濃度を TaqMan Universal 
PCR Master Mix および Custom Taqman Probe&Primer set を用いて ABI Prism 7900 HT sequence 
detection system (Applied Biosystems)により測定した。 
 
11. 統計解析 
有意差検定には、SAS, Version 8.2（SAS Institute Inc., Cary, NC, USA）を用い、F検定で分散が等
しいものは t検定、等しくないものはWelch検定で解析を行った。 
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第３節 結果 
1. 関節軟骨でのDeiodinase 発現比較 
8 週齢のラット膝関節軟骨における Dio1-3 の発現量を Total RNA 量あたりのコピー数で比較し
た。Dio1および 3は非常に僅かな発現しか認められなかった一方、Dio2は、Dio1 や 3よりもはる
かに発現量が高い（図表 3-2）。この結果から、関節軟骨においては Dio1 による T3 産生や Dio3
による分解よりも、Dio2 による T3 産生が細胞内 T3 濃度に影響が大きいと考えられる。さらに、
Dio2 が発現上昇している変形性関節症患者関節軟骨では、細胞内の T3濃度が顕著に上昇すること
が推測される。 
また、成長に伴って発現が変動する可能性を考え、8週齢と 30週齢のラットでDio2 発現量を比
較したが、有意な差は認められなかった（図表 3-2）。 
 
2. 各種組織におけるDio2発現量の比較 
各種臓器でのDio2量を Total RNA量あたりのコピー数で比較した。関節軟骨での発現量は、心
臓や肝臓、脾臓、腎臓に比べて著しく高く、高発現組織として知られる褐色脂肪と同等であった（図
表 3-3）。 
 
3. 甲状腺ホルモンによる関節軟骨細胞のALP 活性亢進 
膝関節軟骨より採取した軟骨細胞を甲状腺ホルモンである T3または T4で刺激し、6日後に軟骨
細胞の肥大分化マーカーであるALP 活性を測定したところ、T3は 1 pM程度から細胞のALP 活性
を亢進させ、1 nMでは活性を約 3倍上昇させたが、前駆体である T4は 1μM程度でも弱い活性亢
進しか示さなかった（図表 3-4）。 
 
4. 甲状腺ホルモンによる関節軟骨細胞の肥大化関連遺伝子発現亢進 
初代培養軟骨細胞を T3で刺激し、1日後の遺伝子発現変動を検討したところ、T3刺激によって
Alp や Col10A1、Adamts5 などの、細胞の肥大分化によって発現亢進することが知られている遺伝
子の発現上昇が認められた（図表 3-5）。さらに、変形性関節症の患部では、しばしば炎症が認め
られることから、炎症時の甲状腺ホルモンの作用を検討した。関節軟骨細胞を炎症性サイトカイン
である IL-1α単独、または IL-1αと T3 で刺激して 24 時間後の遺伝子発現を検討したところ、T3
は IL-1αによる関節軟骨細胞外基質の分解酵素（Adamts5, Mmps）の発現上昇をさらに亢進させる
ことが示された（図表 3-6）。 
 
5. 甲状腺ホルモンによる関節軟骨組織中の関節軟骨細胞肥大化 
単離した関節軟骨組織を T3 で刺激し、刺激 3,5,7 日後の遺伝子発現を検討したところ、生理食
塩水で刺激した際に比べて、ALP、タイプXコラーゲン、Osteocalcin、Runx2の発現量が数倍から
数十倍に上昇することが示された（図表 3-7）。また、T3 刺激 7 日目の軟骨組織を抗タイプ X コ
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ラーゲン抗体で免疫染色したところ、タンパクレベルでも発現の亢進が認められた（図表 3-8）。
さらに、軟骨細胞の肥大化も認められた（矢印）。 
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第４節 考察 
これまで骨格形成期の成長板におけるDio 2の重要性については様々な研究されてきた（11, 27, 
28）。しかしながら、関節軟骨におけるDeiodinaseについてはほとんど情報がなかった。今回我々
は、関節軟骨において Dio1 や 3 に比べて Dio2 の発現量が高いことを初めて示した。この結果は、
第 2 章で得られたヒトのマイクロアレイでの結果とも一致する。また関節軟骨での Dio2 の発現は
他の臓器と比較しても高いこと、Dio2による T3産生がエネルギー代謝に重要であることが知られ
ている褐色脂肪と同程度に高いこと、も示された。以上のことから、Dio2 は生理的条件において
も関節軟骨細胞において重要な役割を担っている可能性が示唆された。 
また、Dio2によって産生される T3が甲状腺ホルモンの肥大化を亢進することを示した。これま
でにも、T3によってALP や Col10a1 の発現が亢進することが、ブタや牛より単離した軟骨細胞、
および細胞株において報告されている（29-32）。しかしながら、今回の私の報告は、細胞内での
T3 産生が変形性関節症の関節軟骨における異常な肥大化に関わっている可能性を示唆した初めて
の報告である。さらに、変形性関節症の病態進行に深く関与する軟骨分解酵素の発現も T3 によっ
て亢進することを示した点にも大きな意義がある。 
私は、炎症条件におけるサイトカインによる関節破壊を甲状腺ホルモンが亢進させることも初
めて示した。さらに、これまでの検討は、単離後単層培養した初代関節軟骨細胞を用いているが、
軟骨細胞は、単層培養により形質が変わってしまうことが報告されている（33）。一方、私の検討
結果は、単層培養と組織培養において一致する結果が得られているため信頼性が高いと考えられる。
さらに、組織培養ではより顕著な遺伝子発現変動が認められたことから、生体内においても同様の
現象が起こっていることを強く示唆している。また、免疫染色においてもタイプ X コラーゲンの
発現亢進が認められ、遺伝子発現とタンパク発現が一致する結果が得られた。 
以上の結果から、Dio2 によって産生される甲状腺ホルモンは、生理的には分化能をもたない関
節軟骨細胞および関節軟骨組織において肥大分化を亢進することが示された。 
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第 5節 小括 
関節軟骨ではDio2が高発現していることを初めて示した。また、Dio2によって産生される甲状
腺ホルモンは、軟骨細胞および組織の肥大分化を亢進することを示した。さらに、甲状腺ホルモン
は炎症による軟骨分解酵素の発現上昇を亢進することを示した。 
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図表 3-1 主な甲状腺ホルモンとその代謝 
甲状腺ホルモンの主な代謝酵素は細胞質に存在する脱ヨード酵素である。脱ヨード酵素には１型
（D1），２型（D2）そして３型（D3）が存在する。D1 は外側（5’）と内側（5）のヨードに対
し脱ヨード作用を有する。D2は外側，D3は内側にのみヨードに対し脱ヨード作用を有する。サイ
ロキシン（T4）はヨード分子を４つ保有している。外側の脱ヨード反応により，トリヨードサイロ
ニン（T3）に変換される。T3 は核受容体に結合し活性型としてホルモン作用を誘導する。内側の
脱ヨード反応により生じるリバース T3（rT3）は非活性型であり，核受容体に結合せず活性を持た
ない。T3，rT3はその後，同様の脱ヨード酵素により非活性型であるジヨードサイロニンへ代謝さ
れる。 
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図表 3-2 膝関節軟骨でのDeiodinase発現比較 
8週齢のラット膝関節軟骨におけるTotal RNA量あたりのDio1-3コピー数を定量的PCRで比較し
た。また、関節軟骨でのDio2 発現量を 8週齢と 30週齢で比較した。値は 8週齢での発現量の平均
値を算出し、その値を１とした相対値を算出した。 
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図表 3-3 Dio2発現量の臓器間比較 
各組織でのDio2量を Total RNA量あたりのコピー数で比較した。 
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図表 3-4 ALP活性 
膝関節軟骨より採取した軟骨細胞を甲状腺ホルモンである T3または T4で刺激し、6日後に軟骨
細胞の肥大分化マーカーであるALP 活性を測定した。 
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図表 3-5 T3刺激による関節軟骨細胞の遺伝子発現変動 
初代培養軟骨細胞を T3で刺激し、1日後の遺伝子発現量を変動を検討した。生理食塩水刺激時の
発現量の平均値を算出し、その値を１とした相対値を算出した。 
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図表 3-6 T3および IL-1刺激による関節軟骨細胞の遺伝子発現変動 
関節軟骨細胞を炎症性サイトカインである IL-1α単独、または IL-1αと T3で刺激して 24時間後
の遺伝子発現を検討した。生理食塩水刺激時の発現量の平均値を算出し、その値を１とした相対値
を算出した。 
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図表 3-7 T3による関節軟骨組織の遺伝子発現変動 
関節軟骨組織を T3で刺激し、刺激 3,5,7日後の遺伝子発現を検討した。生理食塩水刺激時の発現
量の平均値を算出し、その値を１とした相対値を算出した。 
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図表 3-8 T3による関節軟骨組織の遺伝子発現変動 
関節軟骨組織を T3 で刺激し、刺激 7 日目に抗タイプ X コラーゲン抗体で免疫染色した。肥大化
した軟骨細胞を矢印で示した。 
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第４章 軟骨特異的トランスジェニックラットの作製 
 
第１節 序論 
変形性関節症の分子背景の解明のために、in vivo において最も遺伝子操作が汎用されてシステム
の完成度も高いマウスを用いたマウスジェネティクスからのアプローチが盛んに行われている（1）。
一方、マウスと比較して、ラットの遺伝子改変動物に関する報告は非常に数が少ない。その理由と
して、飼育スペースやコストの問題や、ノックアウト動物を作製するのに必要な ES細胞の作製が
20 年以上マウスより遅れたことがあげられる（2）。今回私の実験では、ラットの遺伝子改変動物
を作ることとした。その主な理由として、マウスの関節軟骨は非常に小さくて薄く、RNA 抽出や
Dio2 酵素活性を測定することが困難であること、十分な量の血液や組織が得られないことなどが
あげられる。私の予備検討において、外科的手術により関節にメカニカルストレスをかけたラット
では、期待に反して、荷重部における Dio2 の発現上昇が認められなかった（図表 4-1）。そこで、
ヒトの関節軟骨で認められる Dio2 の発現上昇を模した動物モデルとして、トランスジェニックラ
ットを作製することとした。 
血中の甲状腺ホルモン量は、厳密に制御されている。血中 T3濃度は、脳の下垂体でモニターさ
れ、T3 濃度が低下すると甲状腺でのホルモン生合成を促す甲状腺刺激ホルモンが下垂体前葉から
分泌される。一方、甲状腺ホルモン濃度が上昇すると下垂体前葉からの甲状腺刺激ホルモンの分泌
量が低下する。また、末梢血中の T3 のうち、約 80%は Dio1 および 2 によって末梢で産生される
ことが知られている（3）。さらに、各細胞中では Dio2 による T4 の活性化と Dio3 による T4, T3
の分解が行われるため、甲状腺ホルモンの制御は全身性から細胞内まで様々なレベルで制御されて
いる。 
Dio1-3の生理的役割については、遺伝子改変動物を用いて幾つかの検討結果が報告されている。
Dio1 およびDio2のノックアウトマウスは、血中 T3濃度が正常であるが、T4は高値を示した。こ
れは、Dio1 または 2 の活性が低く、T3 の産生能が低いことをもう一方の Dio による T3 産生で補
っているものと考えられる（4, 5）。また、Dio2ノックアウトマウスでは、血中 TSH濃度も高値を
示す。これは、基質であるT4産生のみならず、甲状腺での T3生合成も促進させることで T3量を
正常レベルに保っているものと考えられている。さらに、Dio1 Dio2ダブルノックアウトマウスで
も血中 T3 濃度は正常であることが報告された（6）。一方、Dio3 ノックアウトマウスでは、血中
T4 濃度は上昇し、T3 濃度は低下する（7）。Dio2 のノックアウトマウスでは、軽度な体重低下や
難聴および骨密度の低下も報告されている（8）。以上のことから、Deiodinase の発現変動は血中
の甲状腺ホルモンのバランスを変化させ、全身性に様々な表現型が認められる。 
以上のような背景から、我々は他の組織への影響、および他の組織からの影響を排除できる軟
骨特異的なトランスジェニックラットを作製することとした。タイプ 2コラーゲンは軟骨特異的に
発現することから、その発現制御領域は、軟骨特異的なトランスジェニックマウスの作製に用いら
れる（9）。そこで私はラットのタイプ 2コラーゲンの発現制御領域によってヒトDio2の発現を制
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御した軟骨特異的なトランスジェニックラットを作製することとした。 
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第２節 材料と方法 
1. 試薬 
Red/ET Counter Selection BAC Modification Kit は Gene Bridges（Deidelberg, Germany）から、
Nucleobond Plasmid Purification Kit はMaherey-Nagel（Germany）から、pDNR-1rプラスミドは Takara 
(Shiga, Japan)から、rodent triiodothyronine ELISA test kitは Endocrine Technologies Inc（Newark, CA, 
USA）から、PI-ScelはNew England Biolabs（Ipswich, MA, USA）から購入した。 
 
2. 動物 
SPF 環境下、12 時間の明暗サイクロおよび餌と水は随時摂取が可能な条件下で飼育した。すべ
ての動物実験は、三共㈱および第一三共㈱の実験動物倫理委員会にて承認されたものである。 
 
3. 大腸菌人工染色体（BAC）トランスジェニックコンストラクト 
ラットタイプ 2 コラーゲン(Col2A1)およびヒト DIO2 の大腸菌人工染色体（Bacterial Artificial 
Chromosome : BAC）クローンをライブラリーよりBasic Local Alignment Search Tool（BLAST）を用
いて検索した（図表 4-2）。まず、ヒト DIO2 のイントロンに薬剤耐性による大腸菌のセレクショ
ンマーカーを含むフラグメント（rpsl-neo cassette）をRed/ET による相同組換え法により挿入した。
次に、Red/ET 相同組換え法で pDNR-1r ベクターに乗せ換えた（赤矢印）（図表 4-3）。組換えた
配列の前後には、Rat Col2A1 のエキソン 1開始コドンから 50bpおよび終始コドンの上流 50bpと相
同配列を入れておく（青矢印）。このベクターより、目的の配列をサブクローニングし、得られた
フラグメントをRed/ET相同組換えを用いてRat Col2A1のエキソン 1のコード配列と組み替えた。
最後に、大腸菌のセレクションマーカーを置換・除去した。ここまで作製した組換え BAC 型発現
ベクターをシークエンスにより確認した（図表 4-4）。 
このベクターでトランスフォームさせた大腸菌を培養し、既報を参考に菌株から発現ベクター
の抽出および精製を行った（10）。簡潔に述べると、Nucleobond Plasmid Purification Kit で抽出し、
環状のBACクローンを特異的制限酵素 PI-Scelで直鎖化した。直鎖化したベクターはパルスフィー
ルド電気泳動により分離させ、目的のサイズのDNA断片を含むゲルを切り出して、電気溶出によ
り遊離させた（図表 4-5）。 
 
4. トランスジェニックコンストラクトのマイクロインジェクション 
冷凍保存された受精卵（Charles River Laboratory, Wilmington, MA, USA）に、調製したBAC DNA
溶液(1 ng/L)を顕微注入し、偽妊娠ラットに移植することでファウンダー候補個体を得た。得られ
た産子を離乳まで育成し、尾の先端よりゲノムDNAを抽出してジェノタイピングを行った。方法
は、ゲノムDNAを制限酵素で完全消化させ、フラグメントをアガロースゲル電気泳動で分離して
ナイロンメンブレンにトランスファーした。RI標識した TetRプローブとナイロンメンブレンをハ
イブリダイズさせ、サザンブロットを行いファウンダーを選抜した。 
 53 
 
5. 遺伝子発現 
10 週齢のトランスジェニックラットまたは同腹のワイルドタイプ個体を安楽殺後、各種臓器を
摘出してRNA抽出・精製・逆転写および qPCRを行った。方法は、第 3章と同様。 
 
6. Deiodinase 酵素活性測定 
ラットの脛骨近位端の関節軟骨を採取し、個体毎に無血清培地が入った 24 well plate に移した。
無血清培地で 2回洗った後、125Iでラベルした T4を添加して 5% CO2, 37℃で 4時間インキュベー
トした。培地を半量除き、血清とトリクロロ酢酸を添加してタンパク成分を沈殿させた。Deiodinase
活性により遊離した 125I- をガンマ線カウンター（AccuFLEXγ7000, ALOKA）で測定した。 
 
7. 統計解析 
有意差検定には、SAS, Version 8.2（SAS Institute Inc., Cary, NC, USA）を用い、F検定で分散が等
しいものは t検定、等しくないものはWelch検定で解析を行った。また、多群間の検定はDunnett’s 
multiple comparison test で解析を行った。 
 54 
第３節 結果 
1. トランスジェニックの作製 
BAC DNA 溶液を注入した受精卵より 176 匹の産仔が得られた。ジェノタイピングにより、13
匹は目的の遺伝子が導入されていた（♂8, ♀5）。これらをそれぞれ同系統の野生型ラットと交配
させて産仔を得た。この産仔もジェノタイピングを行ったところ、11 系統で生殖系列移行が認め
られた。それぞれの挿入コピー数は、1-30コピーであった（図表 4-6）。得られた系統のうち、コ
ピー数の多さと雄個体数などから 383_4 系統を以後用いることとした。この系統のトランスジェ
ニック陽性雄個体と野生型雌個体を交配させ、得られた産仔を離乳まで生育してからジェノタイピ
ングして、それぞれ野生型とトランスジェニックに分けて以下の評価を行った。尚、産仔の野生型
とトランスジェニック型の割合は概ね 1:1であった。 
 
2. 遺伝子発現制御および機能 
10 週齢のトランスジェニックラットおよび同腹の野生型より各種臓器を採取し、ヒト Dio2 
mRNA の発現量を比較した。軟骨組織である関節軟骨および剣状突起では発現が認められたが、
心臓・肝臓・膵臓・腎臓・動脈・静脈では発現が認められなかった（図表 4-7）。さらに、Dio2の
発現が高いことが知られる褐色脂肪および嗅球でも検討したが、同様に発現が認められなかった。
このことから、作製した動物は軟骨特異的にヒトDio2 が発現していることが示された。 
次に、発現した Dio2 の酵素活性を検討するため、関節軟骨の Dio2 活性を測定したところ、ト
ランスジェニックラットの活性は野生型ラットの活性に比べて約 7倍活性が高かった（図表 4-8）。 
以上のことから、トランスジェニックラットは軟骨特異的に酵素活性を持つヒトDio2を発現す
ることが示された。 
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第４節 考察 
ヒトの変形性関節症で Dio2 の遺伝子発現が上昇していたことから、ラットの変形性関節症モデ
ル動物においても同様の変化を期待したが、発現変動は認められなかった。しかしながら、ヒトの
変形性関節症で認められる発現変動遺伝子が、病態モデル動物では再現できないという報告は数多
くある（11, 12）。そこで私は、遺伝子組み換えによりDio2を高発現する動物を作製することとし
た。 
従来の遺伝子発現ベクターを導入したトランスジェニック動物は、短期間でモデル動物を作出し
て評価できるため、非常に多くの研究に利用されてきた（13）。しかし、このようなコンベンショ
ナルな動物では、外来遺伝子を数 kb のコアプロモーター配列制御下に発現させるため、期待通り
にトランスジーンが発現しないケースが頻繁に起こり、トランスジェニック動物による遺伝子機能
の解析、病態モデル開発の大きな障害になってきた。これに対して、ES 細胞の遺伝子ターゲティ
ングを利用して作出されるノックイン動物では、外来遺伝子を内在性のプロモーター活性で正確に
発現させることができるので、目的の動物モデルを確実に作出することができる。しかし、ラット
は ES細胞の確立すらごく最近のことであり、また作出に約 2年かかる上にコンジェニック化が必
要である（14, 15）。そこで我々は、BACクローンを用いることとした。また、Dio2を阻害する根
本治療薬の候補化合物が取得できた際に、動物レベルで Dio2 の阻害作用およびそれによる変形性
関節症の病態軽減作用を確認できるようにするため、ヒトの Dio2 を導入することとした。以上の
目的で BAC クローンを用いたトランスジェニック動物を作製し、発現量および組織特異性共に計
画したとおりの動物を作製することができた。 
私の知る限り、これまでに軟骨特異的なトランスジェニックラットの報告はないため、今回作製
したコンストラクトは Dio2 以外の遺伝子を軟骨特異的に発現する動物を作製する際にも有用であ
る。 
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第５節 小括 
軟骨特異的トランスジェニックラットの作製に初めて成功した。また、発現したDio2は酵素活
性も持つことが示された。ラットは、血液や臓器の採取、および外科的手術も容易であり、今回構
築したコンストラクトは極めて有益である。 
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図表 4-1 ラット変形性関節症モデルの関節軟骨でのDio2発現比較 
8週齢ラットの右後肢内側半月板を切除し、手術 4週間後の膝関節軟骨におけるDio2発現量を
偽手術群と比較した。  
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図表 4-2 ラットタイプⅡコラーゲンおよびヒトDio2の BACクローン 
ラットCol2A1およびヒトDIO2のBACクローンをライブラリーよりBLAST検索した。 
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図表 4-3 ラットタイプⅡコラーゲンに発現制御されたヒトDio2発現配列の作製 
ヒトDIO2 のイントロンに rpsl-neo cassette をRed/ETによる相同組換え法により挿入した。次に、
Red/ET相同組換え法で pDNR-1rベクターに乗せ換えた（赤矢印）。組換えた配列の前後には、Rat 
Col2A1 のエキソン 1 開始コドンから 50bp および終始コドンの上流 50bp と相同配列を入れておく
（青矢印）。このベクターより、目的の配列をサブクローニングし、得られたフラグメントをRed/ET
相同組換えを用いて Rat Col2A1 のエキソン 1 のコード配列と組み替えた。最後に、大腸菌のセレ
クションマーカーを置換・除去した。 
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図表 4-4 作製した配列の確認 
作製した組換えBAC型発現ベクターの配列を読んだ。 
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図表 4-5 大腸菌から発現ベクターの抽出および精製 
ベクターでトランスフォームさせた大腸菌を培養し、Nucleobond Plasmid Purification Kitで抽出し、
環状のBACクローンを特異的制限酵素 PI-Scelで直鎖化した。直鎖化したベクターはパルスフィー
ルド電気泳動により分離させ、目的のサイズのDNA断片を含むゲルを切り出して、電気溶出によ
り遊離させた。 
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図表 4-6 トランスジェニックラットのジェノタイピング 
BAC DNA溶液を注入した産仔のさらに産仔のジェノタイピングを行い、挿入コピー数を検討し
た。 
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図表 4-7 ヒトDio2遺伝子の発現組織特異性 
10週齢のトランスジェニックラットおよび同腹の野生型より各種臓器を採取し、ヒトDio2 mRNA
の発現量を比較した。 
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図表 4-8 関節軟骨のDio2活性 
トランスジェニックラットまたは同腹の野生型ラットの関節軟骨を採取し、Dio2活性を測定した。 
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第 5 章 軟骨特異的トランスジェニックラットの評価 
 
第１節 序論 
疾患研究には動物実験モデルが欠かせない。古く変形性関節症研究は大型動物（羊、ミニブタ、
犬、ウサギ）を用いて行われてきたが，より扱いやすいげっ歯類での変形性関節症モデルの研究も
進んでいる（1-4）。 
近年マウスを用いた遺伝子改変技術の飛躍的な向上に伴い，変形性関節症の分子病態解明のた
めにマウスを用いた外科的な実験モデルが複数の施設で開発された。2005年Glasson らは，内側半
月板と脛骨を繋ぐ meniscotibial ligament を切離するDMM モデルを開発した（5）。同年に半月板
や靭帯の切断部位数を変えることで発症の重症度をコントロールできる様々な方法が報告された
（6）。両者ともマウスの膝関節軟骨に過剰な力学的負荷を加える実験モデルであり，これによっ
て 4～12週という短期間で関節軟骨の変性を in vivo で再現することが可能となった。 
これらのマウスモデルでの発展に伴い、ラットでも様々な変形性関節症モデル動物が検討され
てきた。大別すると、関節内への注入モデルと外科的な手術によるモデルがある（2）。関節内へ
の注入モデルとしては、モノヨード酢酸の関節内投与モデルが特に痛み行動の評価で汎用されてい
る（1, 7-9）。しかしながら、本モデルは軟骨組織や軟骨下骨の損傷・炎症などは変形性関節症を
模しているが、化学物質により直接的に軟骨細胞死を誘導するのが主なメカニズムであるため、変
形性関節症の発症原因の研究に用いるのは必ずしも適切ではない（図表 5-1, 2）。一方、外科的な
手術モデルとしては、内側半月板の全切除または部分切除モデル、前十字靭帯切断モデル、および
これらを組み合わせたものが報告されている（10-19）。これらのモデルの中でも内側半月板全切
除モデルは、MMP 阻害剤やAggrecanase阻害剤、および FGF-18 などの評価にも用いられ、最も実
績のあるモデルであるため、私も本モデルを用いて変形性関節症病態への Dio2 の関与を検討する
こととした（8, 9, 20）。 
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第２節 材料と方法 
1. 試薬 
モノヨード酢酸は和光純薬から、アリザリンレッドSは関東化学から、Alcian blue 8GS、Safranin-O、
Fast green は Sigma-Aldrich Corporation から、ベトルファール、イソジンスクラブは明治製菓（Tokyo, 
Japan）から、ドミトール、アンチセダンは日本全薬工業（Fukushima, Japan）から、ミダゾラムは
サンド（Tokyo, Japan）から購入した。 
 
2. 動物 
SPF 環境下、12 時間の明暗サイクロおよび餌と水は随時摂取が可能な条件下で飼育した。すべ
ての動物実験は、三共㈱および第一三共㈱の実験動物倫理委員会にて承認されたものである。 
 
3. 胎児の組織学的評価 
妊娠後期の仔の骨格を既報に倣って評価した（21）。簡潔に述べると、妊娠 20日目のラットを
安楽殺して胎児を取り出し、各仔の胎盤を採取してジェノタイピングした。胎児は過剰麻酔により
安楽殺した後、95%エタノールで固定してアリザリンレッド S およびアルシアンブルーを用いて
骨・軟骨二重染色標本を作製した。 
 
4. 血中甲状腺ホルモン測定 
イソフルラン吸入麻酔下でトランスジェニックラットまたは同腹のワイルドタイプ個体より尾
静脈採血した。採血には、翼付静注針（テルモ, Tokyo, Japan）および注射筒（テルモ）を用いた。
採取した血液は、マイクロティナ微量採血管（ベクトンディッキンソン）またはキャピジェクト少
量採血容器（キャピジェクト、テルモ）に回収し、速やかに転倒混和してから氷冷下で 2時間程度
静置した。少量採血容器は遠心機（Himac CF15-RXⅡ、Hitachi Koki Co.,Ltd.、ローターは T15A39）
を用いて遠心（4℃, 3,000 rpm, 10 min）し、上清（血清)のみ回収して測定まで冷凍保存した。微量
採血管に回収した血液は、ADVIA2120（SIEMENS, Munich,  Germany）で血球数の測定を行った。 
 
5. 外科的な変形性関節症モデルの作製 
手術は既報に準じて行った（2, 10）。ラットにベトルファール/ドミトール/ミタゾラム混合麻酔
を 0.5 mL/kg 筋肉内注射し、麻酔する。両足の手術部分を剃毛した後、イソジンスクラブおよびア
ルコールで消毒する。膝関節内側の皮膚をはさみで切開後、メスまたははさみで膝蓋腱（脛骨付近）
の脇に少し切れ目を入れてから、はさみで膝蓋腱から大腿四頭筋に沿って切り進めた後、膝蓋骨を
外側に脱臼させて、関節を露出させる。 
右足は、膝内側の側面から筋膜を眼科用はさみ（夏目製作所N-110-085-ZMK他）で剥離して内
側側副靭帯を露出させ、関節つぎ目付近で側副靭帯をすくい上げるようにしてメス（医療用刃、
No.11、Surgical Blade、Feather）で切断した後、関節の前後に関節包を切り進み、内側半月板を露
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出させる。半月板の付着組織をメスで剥離した後、ピンセット（No.7、夏目製作所）で半月板を引
っ張り出す。前面からピンセットで半月板をつまみながら、半月板と脛骨の付着部をメスまたは眼
科用はさみで切り、内側半月板を摘出する。足を伸展し、膝蓋骨を元の位置にもどした後、膝蓋腱
の大腿骨側の付着部付近から筋膜をすくい、ナイロン 4-0（形成外科用角針、弱彎、号数：4-0、夏
目製作所）で１針縫合、2針目は膝蓋腱あたりで縫う。最後に皮膚を自動縫合器（夏目製作所）で
縫合する。 
左足は、偽手術（Sham）として、関節包を切開し膝蓋骨を脱臼した後、縫合する。 
以上の手術はすべて滅菌した器具を用いて、清潔に行う。手術終了後は、アンチセダンを 0.1 
mL/kg 筋肉内注射して覚醒させる。ただし、覚醒後は無痛状態で他個体の手術部をかじるため、し
ばらくは個飼いにする。 
 
6. 膝関節組織の免疫染色（Safranin-O, Col10）および軟骨損傷スコアリング 
評価に供するラットを二酸化炭素により安楽殺させる。後肢の皮膚を切除してから大腿骨頭よ
り外す。大腿骨頚部および足首付近で骨を切断し、周囲の肉を除いた後に氷冷した 10% 中性緩衝
ホルマリンに浸けて 4℃で数日かけて固定した。10% EDTA（pH 7.4）で十分に脱灰した後、エタ
ノールで脱水し、パラフィン包埋した。クライオスタットで薄切して最も損傷が重篤な部位を選ん
で Safranin-O-fast green 染色を行った。さらに、第 3章第 2節と同様の方法で免疫染色を行った。関
節軟骨の損傷は、ラットOARSIスコアリングに準じて点数化した（2）。 
 
7. 統計解析 
有意差検定には、SAS, Version 8.2（SAS Institute Inc., Cary, NC, USA）を用い、F検定で分散が等
しいものは t検定、等しくないものはWelch検定で解析を行った。 
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第３節 結果 
1. 遺伝子改変による骨格形成および成長への影響検討 
骨格形成期の仔における遺伝子改変の影響を検討するため、トランスジェニックラットと野生
型ラットを交配させて妊娠 20 日目の胎児の骨格検査を行った。骨格異常、骨格変異、骨化進行度
について検討したが、両群で優位な差は認められなかった（図表 5-3）。 
Dio1-3 のノックアウトマウスでは、血中甲状腺ホルモン濃度の変動や体重変化が報告されてい
るため、これらについて検討した。体重は生後 6 週目から 60 週目まで経時的に測定したが、雌の
25 週齢および 30週齢で差が認められたが、その後は差が認められなかったことから、遺伝子改変
による影響はないものと考えられる（図表 5-4）。また、生後 20, 40, 60 週目の血中 T3 および T4
濃度を測定したが、遺伝子改変による影響は認められなかった（図表 5-5）。以上のことから、軟
骨組織特異的な Dio2 発現亢進は、骨格形成や血中甲状腺ホルモン量には影響を及ぼさないことが
示された。 
 
2. 遺伝子改変による関節軟骨への影響検討 
ヒトDio2を軟骨特異的に発現させた影響を検討するため、20週齢ラットの膝関節軟骨を評価し
た。関節軟骨の厚さは変わらず、また損傷も認められなかったが、細胞の形態を観察したところ、
トランスジェニックラットの関節軟骨深層では関節軟骨の肥大化が認められた（図表 5-6 矢印）。
この結果は、図表 3-8で示した組織培養での結果と一致する。さらに、全身の骨格への変化を検討
するため、X 線撮影を行ったが、目立った変化は認められなかった（図表 5-7）。ヒト由来のタン
パクをラットで発現させたことで、免疫応答が起こってしまう可能性が完全には否定できないが、
一般的には、発生期から異種のタンパクを発現させることで免疫寛容が起こるものと考えられる。
実際、マウスにヒトDio2を発現させた報告では、Dio2 は排除されずに生物学的な機能を示してい
る（22）。そこで、幼弱ラットの関節で免疫応答による関節炎が起きていないか確認したが、顕著
な変化は認められなかった（図表 5-8）。さらに、血中の白血球数を測定したが、変動は認められ
なかった（図表 5-9）。以上のことから、ヒトDio2タンパクが免疫反応を引き起こしている可能性
は低いものと考えた。 
 
3. メカニカルストレス負荷による変形性関節症動物モデルでの評価 
大腿骨と脛骨の関節軟骨の間には半月板が挟まっており、十分なスペースが確保されるととも
に、軟骨同士が直接ぶつからないようにクッションとなり、膝の円滑な運動を助ける役割を果たし
ている。そこで次に、17 週齢のラットの内側半月板を切除することで過剰なメカニカルストレス
をかけて変形性膝関節症を誘導し、その 3週間後に膝関節の組織学的な評価を行った。野生型では
軟骨表面の軽度な損傷しか認められないのに対して、トランスジェニックラットでは、過重がかか
る部分に関節軟骨の大きな欠損が認められた（図表 5-10）。各ラットで 7例ずつ検討して、関節軟
骨の損傷度合いをスコア化したところ、トランスジェニックラットでは、ワイルドタイプに比べて
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有意に関節軟骨の損傷が亢進していた（図表 5-11）。さらに、抗タイプ X コラーゲン抗体を用い
て免疫染色を行ったところ、野生型ではあまり染色性が認められなかったが、トランスジェニック
ラットでは損傷部を中心にタイプ X コラーゲンの発現亢進が認められた（図表 5-12）。この結果
も組織培養での結果と一致する。以上のことから、Dio2 高発現により、変形性関節症の病態が増
悪することが動物レベルでも示された。 
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第４節 考察 
ヒト Dio2 の発現を軟骨組織のみに限局したことで、体重や骨格形成、血中甲状腺ホルモン濃度
などのノックアウトマウスで認められた表現型に影響を及ぼさない動物を作ることが出来た。体重
や骨格異常は変形性関節症のリスクファクターであることから、このような表現系に影響を及ぼさ
ない動物ができたことは、関節軟骨での Dio2 発現亢進の影響を正しく評価するために極めて重要
である（23-25）。また、血中甲状腺ホルモン濃度も正常であったことは、関節軟骨以外の組織で
Dio2 が発現していないことを示唆している。一方で、今回行った骨格評価は全身評価のみである
ことから、今後より詳細に成長板軟骨への影響などを検討する必要がある。 
ラットに外科的手術を施すことでメカニカルストレスをかけて軟骨損傷を誘導する動物モデル
において、トランスジェニックラットでより軟骨損傷が亢進したことは、Dio2 が変形性関節症に
よる軟骨破壊に関わるという私の仮説を強く支持する結果であった。一方、施術していない 20 週
齢のトランスジェニックラットでは、関節軟骨の損傷が起こっていなかった。これは、Dio2 の発
現亢進は変形性関節症の発症および進行の必要十分条件ではなく、メカニカルストレスや炎症など
と相まって病態に関わることを示唆している。この結果は、私が第 3章で示した炎症性サイトカイ
ンの作用を T3 が増強したことと一致する。また、動物モデルでの軟骨損傷は雌に比べて雄で重篤
であった。この結果は、マウスでの報告と一致する（26）。ヒトでは女性の方が変形性関節症の罹
患率が高いが、今回の私の検討およびマウスでの検討では、雄のほうが疾患の重症度が高かった。
ヒトでは女性が罹患率が高い理由としては、女性の発症率と閉経による女性ホルモンの低下の関連
性が考えられる（27）。実際、動物モデルでは、卵巣摘出術を施した雌にエストロゲン補充療法を
施すと、変形性関節症の重症度が緩和されることが報告されている（28, 29）。今回評価に用いた
動物は 20 週齢と若く、また卵巣摘出も行っていないため、メスでの発症率上昇に繋がらなかった
ものと考えられる。 
私はトランスジェニックラットで軟骨損傷が亢進することを示したが、この検討は１ラインの動
物でしか行っていない。そのため、ヒト Dio2 が軟骨保護的な遺伝子のゲノム中に挿入されたため
に、今回の結果が得られた可能性を完全には排除できない。そのため、今後はより多くのラインで
検討を行う、または挿入部位を明らかにすることで、この可能性を否定することが必要である。さ
らに、今回の検討ではトランスジェニックラットでの評価のみであるため、Dio2 ノックアウト動
物では軟骨損傷が軽減されるのかを検討することは、極めて意義がある。 
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第５節 小括 
軟骨特異的トランスジェニックラットは骨格形成や体重、および血中甲状腺ホルモン量は正常
であった。一方、軟骨特異的 Dio2 トランスジェニックラットでは変形性関節症の病態が増悪する
ことを明らかにした。 
軟骨組織特異的なDio2発現亢進は、骨格形成や血中甲状腺ホルモン量および体重には影響を及
ぼさないことが示された。この動物の内側半月板を切除することで過剰なメカニカルストレスをか
けて変形性膝関節症を誘導したところ、ワイルドタイプラットと比較して有意に関節軟骨の損傷が
亢進したことから、Dio2はメカニカルストレスによる関節軟骨の損傷を促進することが示された。
さらに、タイプ X コラーゲンの免疫染色により関節軟骨の肥大分化が亢進していることが示され
たことから、Dio2 高発現による変形性関節症の病態進行には関節軟骨細胞の肥大分化が関与する
ことが示唆された。 
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図表 5-1 関節内MIA 投与による関節破壊 
関節内に (A) Saline、 (B) 0.3 mg、(C) 1 mg、(D) 3 mg MIA を投与して、28日後の関節破壊をX
線撮影した。骨塩量（BMC）および骨密度（BMD）を測定した。 
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図表 5-2 関節内MIA 投与ラットの関節軟骨組織学的評価 
関節内に (A) Saline、(B) 0.3 mg、(C) 1 mg、(D) 3 mg MIA を投与して、28日後の膝関節をサフラ
ニン-O染色して組織学的に評価した。 
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図表 5-3 骨格形成期の仔における遺伝子改変の影響を検討 
トランスジェニックラットと野生型ラットを交配させ、妊娠 20 日目の胎児の骨格異常、骨格変
異、骨化進行度を検討した。 
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図表 5-4 軟骨特異的ヒトDio2トランスジェニックラットの成長モニタリング 
野生型およびトランスジェニックラットの雌雄について、生後 6 週目から 60 週目まで経時的に
体重を測定した。 
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図表 5-5 軟骨特異的ヒトDio2トランスジェニックラットの血中甲状腺ホルモン濃度 
野生型およびトランスジェニックラットの雌雄について、生後 20, 40, 60週目の血中 T3および T4
濃度を測定した。 
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図表 5-6 軟骨特異的ヒトDio2トランスジェニックラットの関節軟骨 
20 週齢ラットより膝関節軟骨切片を作製し、サフラニン O 染色した。肥大化した関節軟骨細胞
を矢頭で示した。 
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図表 5-7 軟骨特異的ヒトDio2トランスジェニックラットの骨格 
10 週齢ラットの全身骨格をX線撮影した。 
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図表 5-8 軟骨特異的ヒトDio2トランスジェニックラットの関節軟骨 
野生型およびトランスジェニックラットの膝関節軟骨の組織像 
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図表 5-9 軟骨特異的ヒトDio2トランスジェニックラットの血中白血球数 
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図表 5-10 メカニカルストレス負荷による変形性関節症の病態進行 
17 週齢の野生型およびトランスジェニックラットの内側半月板を切除し、その 3 週間後に膝関節
の組織学的な評価を行った。 
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図表 5-11 メカニカルストレス負荷による変形性関節症の病態進行度合い 
野生型およびトランスジェニックラットの内側半月板を切除し、その 3週間後の関節軟骨の損傷度合い
をスコア化した。  
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図表 5-12 メカニカルストレス負荷による軟骨損傷部でのタイプ 10コラーゲン発現 
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第５章 総括 
変形性関節症の根本的治療薬の探索を目的として、ヒトの臨床サンプルを用いたマイクロアレ
イ解析を行った。人工膝関節置換術の際に採取した関節軟骨と、心不全や肺炎など他の疾患で亡く
なった患者の剖検により得られた関節軟骨を材料として用いた。内部標準遺伝子は発現変動が認め
られなかったが、既知の発現変動遺伝子は報告どおり著しい変動が認められたことから、信頼性が
高い解析データであることが示された。そこで、変形性関節症で発現変動している遺伝子を抽出し
たところ、非常に多くの発現変動遺伝子が見出された。 
変形性関節症の関節軟骨と胎生期の成長軟骨では共通するメカニズムが働くのではないかと考
え、発現変動遺伝子の中で、変形性関節症で発現が大きく上昇していて、かつ代謝産物が成長軟骨
の肥大分化に関わることが報告されているDio2に着目した。Deiodinase には 1-3 のファミリーが存
在するため、Dio1,3 の発現を検討したところ、Dio1 は検出限界以下であり、Dio3 は変形性関節症
で有意な発現変動を認めなかった。 
Dio2 の発現量が多い組織として、甲状腺や褐色脂肪細胞などが知られているが、関節軟骨は主
要な臓器ではないため、これまで発現量の検討が行われていなかった。そこでラットの膝関節軟骨
でのDio1-3 の発現量を比較したところ、関節軟骨でのDio2の発現量は、Dio1および 3に比べて極
めて高いことが示された。さらに、様々な臓器よりRNAを抽出してDio2発現量を比較したところ、
関節軟骨での Dio2 発現量は、高発現組織として知られる褐色脂肪と同程度に高いことが初めて示
された。 
次に、軟骨細胞の肥大分化に対するDio2の作用を検討するため、初代培養軟骨細胞を T3または
T4で刺激して軟骨細胞の肥大分化マーカーを測定したところ、T4を T3に変換するDio2は、軟骨
細胞の肥大分化を亢進させることが示唆された。さらに、軟骨細胞を T3 で刺激して遺伝子発現変
動を検討したところ、T3 刺激によって細胞の肥大分化によって発現亢進することが知られている
遺伝子の発現上昇が認められた。また、変形性関節症の患部では、しばしば炎症が認められること
から、関節軟骨細胞を炎症性サイトカインである IL-1α単独、または IL-1αと T3 で刺激して遺伝
子発現を検討したところ、T3 は IL-1αによる関節軟骨細胞外基質の分解酵素の発現上昇をさらに
亢進させることが示された。 
軟骨細胞は、単層培養により形質が変わってしまうことがあるため、より生理的条件に近い組織
培養系においても同様の変化が認められるかを検討したところ、細胞の肥大分化によって発現亢進
することが知られている遺伝子の著しい発現上昇が認められた。また、タイプ X コラーゲンの免
疫染色によりタンパクレベルでも軟骨細胞の肥大分化の亢進が認められた。以上の結果から、Dio2
によって産生される甲状腺ホルモンは、生理的には分化能をもたない関節軟骨細胞および関節軟骨
組織において肥大分化を亢進することが示された。 
Dio2 の変形性関節症病態への関与を明らかにするため、変形性膝関節症患者と同様に、軟骨特
異的にDio2を高発現するトランスジェニックラットを作製し、酵素活性をもったヒトDio2が軟骨
組織特異的に発現するラットの作製に成功した。また、軟骨組織特異的な Dio2 発現亢進は、骨格
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形成や血中甲状腺ホルモン量には影響を及ぼさないことが示された。そこで次に、内側半月板を切
除することで過剰なメカニカルストレスをかけて変形性膝関節症を誘導し、膝関節の組織学的な評
価を行った。ワイルドタイプでは軟骨表面の軽度な損傷しか認められないのに対して、トランスジ
ェニックラットでは有意に関節軟骨の損傷が亢進していた。さらに、タイプ X コラーゲンの免疫
染色により関節軟骨の肥大分化が亢進していることが示され、Dio2 高発現により変形性関節症の
病態が増悪することが動物レベルでも示された。 
以上の結果から、Dio2 は変形性関節症の病態進行に重要な役割を果たすことが示唆され、この
酵素の阻害剤は、変形性関節症の根本治療薬となることが期待される。 
 91 
公表文献  
 
Nagase H, Kumakura S, Shimada K. Establishment of a novel objective and quantitative method to 
assess pain-related behavior in monosodium iodoacetate-induced osteoarthritis in rat knee. J Pharmacol 
Toxicol Methods. 65(1):29-36 2012.  
 
Nagase H, Nagasawa Y, Tachida Y, Sakakibara S, Okutsu J, Suematsu N, Arita S, Shimada K. 
Deiodinase 2 upregulation demonstrated in osteoarthritis patients cartilage causes cartilagedestruction in 
tissue-specific transgenic rats. Osteoarthritis Cartilage. 21(3):514-23 2013.  
 92 
謝辞 
本学位論文の発表および作成にあたり、終始ご懇切なるご指導ご鞭撻を賜りました東京大学大
学院 薬学系研究科 薬科学専攻 生物薬科学大講座衛生化学 新井 洋由教授に深く感謝申し上げま
す。 
本研究の発表の機会を与えて下さり、本研究遂行において当初より懇切なるご指導ご助言を賜
りました第一三共株式会社 蔵方 慎一博士に深く感謝申し上げます。 
本研究の発表の機会を与えて下さり、懇切なるご指導ご助言を賜りました同 磯野 藤男博士に
深く感謝申し上げます。 
本研究を行う機会を与えて下さいました同 熊倉 誠一郎博士に深く感謝申し上げます。 
本研究を実施するにあたり、多くのご指導ご助言を賜りました同 嶋田 康平博士に深く感謝申
し上げます。 
また、本研究にご協力いただきご助言を賜りました同 長澤 康男博士、今村 ことよ博士、奥津 
潤一研究員、榊原 佐知子研究員、多くのご協力をいただきました須田 幸治博士、舘田 悠樹研究
員、加藤 康子研究員、下村 和裕博士、本研究に関して多くのご助言を賜りました同 窪田 一史博
士をはじめとする同 旧生物医学第三研究所第一グループの皆様、同 先端医薬研究所の皆様に深く
感謝申し上げます。 
最後に、本学位論文の作成にあたり、精神的な支えとなってくれた家族にあらためて感謝の意
を表します。 
 
2013 年 5月 
永瀬 弘之 
 
 
 
 
